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rh AE E $E dynactin p62 基因 的 克隆 及 
不 同 发 育 阶 段 表 达 分 析 


曾 H, m xxt, 于 子 龙 ， МЖ, BER Ж, 曾 志 将 


江西 农业 大 学 密 蜂 研 究 所 , 南昌 330045) 


ЖЕ. 为 探究 中 华 蜜蜂 Apis cerana cerana dynactin p62 基因 的 表达 特性 ,本 人 研究 克隆 了 中 华 蜜蜂 dynactin | p62 的 基 
因 组 DNA 序列 (CenBank 登录 号 : JX101463) 和 mRNA 序列 (CenBank 登录 号 : JX101464) ; ЖН РСК 检 
mj y PERIE dynactin p62 在 不 同 发 育 时 期 (3 日 龄 和 6 日 龄 幼虫 、 刚 羽化 出 房 蜜 蜂 ) 三 型 蜂 中 mRNA 的 表达 量 。 
结果 表明 : 该 基因 基因 组 DNA 序列 全 长 为 2 403 bp, mRNA 序列 全 长 为 1 491 bp, 编码 496 TARIR, 预测 的 
ЖН РЕ 56.49 КЮ, 等 电 点 为 8. 31。 系 统 发 育 分 析 表 明 中 华 蜜蜂 dynactin p62 与 西方 蜜蜂 Apis mellifera 
dynactin p62 聚 成 一 文 。 该 基因 在 不 同 发 育 时 期 均 有 表达 , 在 上 肉 性 蜜蜂 (蜂王 和 工蜂 ) 中, 刚 羽 化 成 虫 期 的 表达 量 
显著 高 于 幼虫 期 (P<0.05), 并 且 同 一 发 育 时 期 相 比 , 工蜂 的 表达 量 显著 高 于 蜂王 (P <0.05); 而 该 基因 在 雄 蜂 
中 表达 量 没有 明显 的 规律 性 。 这 些 结果 提示 该 基因 可 能 与 中 华 蜜 蜂 级 型 分 化 有 关 。 

KEW: PER, dynactin p62; 基因 克隆 ; 序列 分 析 ; 差异 表达 
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Cloning and developmental expression of dynactin p62 gene in the Chinese 


honeybee, Apis cerana cerana ( Hymenoptera: Apidae) 

ZENG Jing”, PAN Qi-Zhong', WANG Zi-Long, WU Хіао-Во, YAN Wei-Yu, ZENG Zhi-Jiang" 
( Honeybee Research Institute, Jiangxi Agricultural University, Nanchang 330045, China) 

Abstract: To explore the expression characteristics of dynactin рб2 gene in the Chinese honeybee, Apis 
cerana cerana , the genomic DNA sequence ( GenBank accession no. JX101463) and mRNA sequence 
(GenBank accession no. JX101464 ) of dynactin p62 in A. cerana cerana were cloned, and a 
quantitative analysis of its expression level at different developmental stages of the queen, worker and 
drone (3 and 6 d-old larvae, and newly eclosed bees) was conducted using real-time PCR. The full- 
length genomic DNA and mRNA sequences of А. c. cerana dynactin p62 are 2 403 bp and 1 491 bp, 
respectively, encoding 496 amino acids, and the predicted MW and pl are 56. 49 kD and 8. 31, 
respectively. Phylogenetic analysis indicated that dynactin p62 of both А. c. cerana and A. mellifera 
gathered in the same clade. The A. c. cerana dynactin p62 transcript was clearly detected at different 
developmental stages of the queens and workers, and it was expressed significantly higher іп newly 
eclosed adults than in larvae (Р «0. 05) ; and its expression was higher in workers than in queens (Р < 
0.05), but with no obvious regularity in drone. These results suggest that dynactin p62 may be involved 
in caste differentiation in А. с. cerana. 
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dynactin ( dynein activator complex ) 是 真 核 细 胞 生成 的 dynactin p62 siRNA 能 有 效 干 扰 外 源 基 因 的 
中 的 多 结构 和 蛋白, 其 主要 功能 是 附着 纤维 蛋白 和 动 表达 , 同时 dynactin p62 能 识别 并 连接 ATP 水 解 
ЖЕН, 并 将 其 转运 至 细胞 右 和 泡 圳 。dynactin p62 Й, 并 调节 其 活性 。 在 人 Homo sapiens 细胞 中 
是 dynactin KAW 3 个 组 成 部 分 之 一 , MTR, dynactin p62 的 主要 功能 是 维持 dynactin 和 集 日 结构 


基金 项 目 : 高 等 学 校 博 十 学 科 点 专项 科研 基金 (20103603110003) ; 江西 省 自然 科学 基金 项 目 (2010GZN0044) 

作者 简介 : Бі, Zc, 1988 年 11 HÆ, 江西 萍乡 人 , 硕士 研究 生 , E-mail: zeng. jing6668@ 163. com; 潘 其 忠 , ІҢ, 1989 4E 12 HÆ, ЛЕМ 
A, flic E, E-mail: panqizhong1989@ 163. com 

# 共 同 第 一 作者 Authors with equal contribution 

“通讯 作者 Corresponding author, Tel.: 0791-83828158; E-mail: bees1965@ sina. com 

收 稿 日 期 Received; 2012-08-10; 接受 日 期 Accepted: 2012-10-16 








10 期 нр: 中 华 蜜蜂 dynactin p62 基因 的 克隆 及 不 同 发 育 阶段 表达 分 析 1133 


和 大 脑 皮 层 细 胞 结构 (Karki ег al., 2000) ; Л B 
Mus musculus 中 dynactin p62 与 核 转运 基因 Кору-2 
高 度 同 源 ,主要 功能 是 连接 重 日 质 的 氨基 末端 和 维 
持 细 胞 与 集 日 质 结构 (Garces ег al., 1999); FERI 
Drosophila 中 dynactin p62 的 生物 功能 未 知 
( Kucharski et al., 2008) 。 有 研究 表明 , 营养 变化 可 
导致 果 晶 中 dynactin p62 表达 的 差异 (Kucharski et 
al., 2008), 

随 着 西方 蜜蜂 Apis mellifera 基因 组 测序 的 完 
成 , 西方 蜜蜂 dynactin p62 ( The Honeybee Genome 
Sequencing Consortium, 2006) 也 被 预测 出 来 。 澳 大 
利 亚 国 立 大 学 Kucharski 等 (2008 ) 52 ZR 88 SC 3 Jr 
Zh , 通过 检测 dynactin p62 甲 基 化 水 平 的 差异 来 研 
究 西 方 蜜蜂 肉 性 蜜蜂 级 型 分 化 , 结果 发 现 营养 因素 
可 通过 影响 DNA 甲 基 化 水 平 调控 蜜蜂 级 型 分 化 。 
Shi 等 (2011 ) 首次 发 现 空 间 因素 也 可 以 通过 影 啊 
dynactin p62 的 甲 基 化 来 调控 西方 塞 蜂 雌 蜂 的 发 育 。 
给 西方 塞 蜂 肉 蜂 3 d 幼虫 头 部 注射 Dnmt3 siRNA, 
可 以 显著 降低 幼虫 头 部 dynactin. p62 甲 基 化 水 平 
( Kucharski et al., 2008; 石 元 元 等 , 2011), 

ЕЗІ Apis cerana cerana 是 我 国宝 贵 的 蜂 种 
资源 , 也 是 相对 西方 蜜蜂 之 外 被 大 量 家 养 的 一 个 独 
立 蜂 种 ,两 蜂 种 间 存 在 生殖 隔离 。 但 引 人 关 注 的 事 
Kæ, 自 中 国 引 进 西方 蜜蜂 100 多 年 以 来 , PER 
蜂 分 布 区 域 和 种 群 数量 都 明显 减少 , 导致 山林 生物 
多 样 性 降低 ( 杨 冠 焊 , 2005). 

大 量 人 研究 表明 , 西方 蜜蜂 dynactin p62 甲 基 化 
与 级 型 分 化 相关 ( Kucharski et al., 2008; Shi et al., 
2011; 石 元 元 等 , 2011) , 但 人 们 对 中 华 蜜蜂 DNA 
甲 基 化 模式 知之 其 少 。 鉴 于 目前 还 没有 关于 中 华 蜜 
蜂 dynactin p62 的 研究 报道 , 为 此 我 们 对 中 华 蜜蜂 
dynactin p62 进行 了 克隆 及 差异 表达 分 析 ， 以 期 为 
研究 中 华 蜜蜂 级 型 分 化 的 机 理 葛 定理 论 基 础 。 


1 材料 和 方法 


1.1 材料 

1.1.1 ШЕ. 取 自 江西 农业 大 学 蜜蜂 研究 所 
饲养 的 中 华 蜜蜂 。 

1.1.2 主要 试剂 与 仪器 : 动物 基因 组 DNA 提取 试 
ЖІ (PUEX, 北京 ); 腕 回收 试剂 盒 (PUEX， 北 
Ж); 总 RNA 提取 试剂 盒 Trizol，pEasy-T3 载体 ， 
Trans-DHSa RZ AAM, X-gal, IPTG, RNA ІЗІ 
制剂 购 自 全 式 金 公司 ，DNA marker DL2000, M- 


MLV 反 转 录 酶 及 SYBR Green I KIGE EAIA A 
TaKaRa 公司 ; dNTPs, LA-Taq DNA polymerase 及 
DNA 凝 胶 回收 试剂 盒 购 目 PUEX 公司 。DYY-4C 型 
电泳 仪 ( 北 京 六 一 科技 有 限 公 司 产品 ) ， 飞 锅 KA- 
1000 型 普通 离心 机 (上 海安 宇 科 学 仪器 三公 司 产 
d), 3H2ORI 型 台式 冷冻 离心 机 (Eppendorf 
58108), 移 液 枪 ( Eppendorf 公司 产品 ) , 超 净 工作 
台 ( 苏 净 集团 安泰 公司 产品 ) , 53378659878 型 PCR 
4X ( Eppendorf Mastercycler Personal) , 564BR0381 型 
Real-Time PCR System ( Bio-Rad 公司 产品 ) o 

1.2 ЖЖ SE dynactin p62 基因 组 DNA 序列 的 
克隆 

1.2.1 DNA 的 提取 : 随机 取 健 康 蜂 群 巢 房 内 10 头 
工蜂 为 蜜蜂 样品 。 取 每 头 蜜蜂 样品 头 胸部 组 织 切 
Е, 按照 动物 基因 组 DNA 提取 试剂 盒 (PUEX, JL 
京 ) 操 作 说 明 提取 DNA, 

1.2.2 HERRIE dynactin p62 引物 设计 和 PCR 扩 
J, 根据 GenBank 登录 的 西方 蜜蜂 的 dynactin p62 
基因 组 DNA 序列 , 利用 OLIGO 6.0 软件 设计 3 对 
РСК 7209107021), Н БЕТЕ ТА а] 
合成 。 

PCR 扩 增 反应 体系 : 以 提取 的 DNA 作为 模板 ， 
反应 总 体积 为 25 uL, 含 模 板 4 uL, Buffer 2.5 uL, 
2 uL dNTPs, 0.3 pL LA-Taq DNA polymerase, 上 下 
游 引 物 各 1 uL, 14.2 pL ddH,0。 扩 增 程序 : 94% 
预 变性 5 min; 94 变性 30 s, 52, 58°С 441 56. 6 C 
(分 别 对 应 3 对 引物 ) 退 火 45 s, 72°С ЫҢ 1 шіп, 35 
个 循环 ; 72% 延伸 10 шіп; 4 保存 待 取 。 扩 增产 物 
经 珠 脂 糖 凝 胶 电 六 和 EB 染色 后 , ЖИІ, 9 
胶 成 像 系统 观察 分 析 。 

1.2.3 PCR 产物 回收 和 克隆 、 鉴 定 及 序列 测定 : 
利用 DNA ЭЛА BE ТД ИШИ PCR. 产物 ，PCR 
产物 经 切 胶 回收 后 连接 到 pEasy-T3 载体 上 ( 按 试剂 
盒 说 明 操 作 ) , 将 连接 产物 转化 至 Trans-DH5a 感受 
АЯНЫ, 然后 涂 布 在 含有 Ampicillin/X-gal/IPTG 的 
LB 平板 上 ,37 倒置 培养 15 h。 经 蓝 日 斑 筛 选 后 ， 
挑 取 6 个 阳性 克隆 在 LB 液体 培养 基 ( 含 Атр ) P, 
于 37% 震荡 培 养 过 夜 , II РСК 进行 初步 鉴 
定 后 ,由 上 海 英 骏 生 物 技 术 有 限 公 司 完 成 测序 
工作 。 

1.3 ”中华 蜜蜂 dynactin p62 mRNA 序列 的 克隆 
1.3.1 RNA 的 提取 和 cDNA 第 一 链 的 合成 : 随机 
取 健 康 蜂 群 巢 房 内 工蜂 为 蜜蜂 样品 , 取样 后 蜜蜂 样 
m 立即 放 入 液 毛 速冻, – 80 C 保存 ,用 于 提取 总 
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表 1 中 华 蜜蜂 dynactin p62 基因 引物 


Table 1 Primers of dynactin p62 of Apis cerana cerana 





引物 用 途 引物 名 称 
Use of primers Ртітет name 
dynactin-F1 
dynactin-R1 
DNA 序列 dynactin-F2 
Genomic DNA cloning dynactin-R2 
dynactin-F3 
dynactin-R3 
Detn4.-F1 
mRNA 序列 克隆 Detn4-R1 
mRNA cloning Detn4-F2 
Detn4-R2 
P62-F1 
ЖЕР РСК P62-R1 
qRT-PCR Bact-Q-F 
Bact-Q-R 


RNA。 每 个 样品 用 研 钵 在 液 氨 中 研磨 后 ,用 Trizol 
试剂 盒 进 行 КМА 的 提取 。 所 有 操作 均 按 照 试剂 盒 
说 明 书 进行 ，RNA 最 后 溶 于 30 pL RNA-free 的 
DEPC 水 中 , 经 琼脂 糖 娇 胶 电 泳 和 紫外 分 光 光 度 计 
检测 后 , 放 入 - 80Y 保存 。 用 反 转 录 试 剂 盒 对 总 
RNA 进行 反 转 录 , 反应 体系 为 50 pL: 8 uL 总 
RNA, 10 uL Buffer, 8 uL dNTPs, 1.5 uL M-MLV Ж 
转录 酶 ,3 uL OligodT, 1 uL RNA 酶 抑制 剂 ，18. 5 
uL ПЕРС 水 。 反 转录 反应 条 件 如 下 , 体系 混 匀 后 ， 
42C 反应 60 min, 75?C 5 min。 反 转录 产物 稀释 一 
倍 后 保存 于 -80% ЕЛ. 

1.3.2 HERRIE dynactin p62 引物 设计 和 PCR 扩 
增 : 根据 前 面 已 测 出 的 中 华 蜜蜂 dynactin p62 的 基 
因 组 DNA 序列 ,利用 OLIGO 6. 0 软件 设计 2 对 
РСК 7209107021), Н БЕТЕ ТА а] 
合成 。 

PCR 扩 增 反应 体系 : 以 合成 的 cDNA 作为 模 
№, 每 个 反应 体系 25 uL, 包含 模板 4 uL, Buffer 
2.5 uL, dNTPs 2 pL, E, FEIW% 1 uL, 0.3 
uL LA-Taq DNA polymerase。 扩 增 程 序 : 94% 预 变 
性 3 min; 94% 变性 30 s, 55.4°С ЯП 57.5% (分 别 对 
应 2 对 引物 ) 退 火 4$ s, 72% 延伸 1 min 30 в, 30 个 
循环 ; 729 延伸 10 min; 4^C 保存 待 取 。 

1.3.3 PCR 产物 回收 和 克隆 、 鉴 定 及 序列 测定 : 


引物 序列 ( 5' -3") 

Primer sequences 
ААТТСААААТТТААТСТААТАТАСССА 
GAGGATTTTCTTGTTCAGGCC 
TGGACATCTAGAGATGCTGGCA 
GTTTGATGTTGAGTTGGATTGCA 
CCACTTCGTCCAGGTA AATCAA 
ATATGTGTGCAGCCTGAGA ATG 
ATTGAGAAATGTATCGCTTTATGAC 
ТСТСТАТСТТСАСССССТААТТС 
АСААСАТССССАСАТАСААСС 
АТСТСТССАСССТСАСААТС 
АССАСТТСССССАССТАААТ 
GGCACTTGTCGCACGATAGA 
GGCTCCCGAAGAACATCC 
TGCGAAACACCGTCACCC 


利用 DNA ЭЛА БЕДЕ pon] 6 El PCR 产物 , PCR 
产物 经 切 胶 回收 后 连接 到 pEasy-T3 载体 上 ( 按 试剂 
盒 说 明 操 作 ) , 将 连接 产物 转化 至 Trans-DH5o 感受 
态 细 胞 , 然后 涂 布 在 含有 Ampicillin/X-gal/IPTG 的 
LB 平板 上 , 37 C 倒置 培养 15 h. 220 НЕЛЕЕ, 
挑 取 6 个 阳性 克隆 在 LB 液体 培养 基 ( 含 Amp ) P, 
于 37% 震荡 培 养 过 夜 , II РСК 进行 初步 鉴 
定 后 ,由 上 海 英 骏 生 物 技 术 有 限 公 司 完 成 测序 
工作 。 
1.4 序列 分 析 

利用 DNASTAR 软件 将 测序 后 获得 的 dynactin 
p62 的 基因 组 DNA 和 cDNA 克隆 序列 分 别 进行 组 
装 ， 获得 完整 的 dynactin p62 基因 组 DNA 和 mRNA 
序列 , 利用 NCBI 的 BLAST 程序 进行 序列 相似 性 比 
对 分 析 ; 采用 ClustalX 软件 将 中 华 蜜蜂 与 西方 蜜蜂 
dynactin p62 的 基因 组 DNA. 序列 和 mRNA 序列 及 其 
编码 的 氨基 酸 序 列 分 别 进行 比 对 。 采 用 Bioedit 软 
件 对 中 华 蜜蜂 dynactin p62 mRNA 序列 进行 六 读 框 
翻译 ; 采用 Mega4. 1 软件 对 已 报道 的 物种 的 
dynactin p62 的 氨基 酸 序列 进行 系统 进化 树 的 构建 。 
1.5 а Ёё © dynactin p62 mRNA 相对 表达 量 的 
测定 
1.5.1 取样 : 选 群 势 相 近 的 健康 中 华 蜜 蜂 蜂 群 5 
群 ， 随 机 分 为 5 个 重复 。 在 同一 中 华 蜜蜂 蜂 群 内 ， 
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蜂王 、 工 蜂 和 雄 蜂 分 别 取 3 日 龄 (每 个 样品 取 4 k 
ЛШ), 6 日 龄 幼虫 (每 个 样品 取 1 工头 幼虫 ) 和 上 日 
龄 刚 羽 化 的 幼 蜂 ( 每 个 样品 取 1 头 幼 蜂 ) ， 以 上 样品 
都 是 取 5 份 平行 样 。 取 样 后 蜜蜂 样品 立即 放 入 液 氮 
ЖЖ, -80'C Жу, 用 于 提取 总 КМА, 
1.5.2 жнЗІШЕ ТЕР ЖЕ dynactin p62 阅 
读 框 区 设计 多 对 特异 引物 用 于 定量 PCR 反应 , 根 
据 Livak ЖІ Schmittgen (2001) 的 方法 ,本 研究 对 设 
计 的 特异 性 奖 光 定量 PCR 引物 进行 了 第 选 ， 获 得 
符合 要 求 的 特异 性 引物 , 用 于 后 续 的 实时 奖 光 定量 
PCR 反应 。 同 时 本 研究 以 B-Actin 基因 作为 内 参 基 
Н, 引物 为 Bact-Q-F 和 Bact-Q-R。 灾 光 定量 所 用 引 
物 序 列 见 表 1。 
1.5.3 ” 诡 光 定量 PCR 反应 : qRT-PCR 反应 体系 为 
20 uL: 4 М. зе], 目的 基因 上 游 和 下 游 引 
物 各 0.4 uL, 5.2 uL Н,0,10 uL SYBR Green I ; 
PCR 扩 增 程序 : 94% 预 变 性 3 min; 94% 变性 30 s, 
63. 7°C FI 65.5% (分别 对 应 目的 基因 引物 和 内 参 基 
因 引 物 ) 退 火 45 s, 72°С 延伸 40 s, 40 个 循环 ; 72°С 
延伸 10 min; 最 后 以 每 5 s 上 升 0. 5< 的 速度 从 
61°С 9] 95°С 记录 熔 解 曲线 ， 每 个 反 转 录 cDNA FÉ 
品 。 实 验 重复 4 次 。 
1.6 数据 统计 与 分 析 

各 基因 在 不 同 发 育 阶 段 表达 量 的 差异 通过 
qRT-PCR 反应 后 收集 目的 基因 ( dynactin p62) 与 内 
参 基 因 (B-Actin) 的 Cr 值 , 用 qPCR Package (Spiess 
and Ritz, 2010), R 软件 (Homik 2011) 计算 扩 增 效 
率 , 计算 基因 相对 表达 量 (r) 的 数据 分 析 方 法 参考 
Huang 等 (2012 ) 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 ШЕШЕ dynactin p62 扩 增 与 鉴定 

由 于 目前 还 没有 中 华 蜜蜂 基因 组 序列 , 因此 本 
研究 以 西方 蜜蜂 dynactin p62 的 基因 组 序列 为 参考 
设计 了 3 对 引物 对 中 华 蜜 蜂 dynactin p62 基因 组 
DNA 序列 进行 PCR 扩 增 ， 经 过 克隆 测序 ， 获 得 了 
长 度 为 2 403 bp 的 中 华 蜜蜂 基因 组 序列 。 同 时 以 工 
蜂 cDNA 为 模板 , 用 2 对 基因 特异 性 引物 进行 PCR 
扩 增 , 经 克隆 测序 获得 了 长 度 为 1 491 bp ñij rH ЕЖ 
ЖЕ dynactin p62 mRNA 序列 。 将 所 得 中 蜂 dynactin 
p62 的 氨基 酸 序列 在 NCBI Nr 数据 库 进 行 同 源 性 检 
Жж, 表明 其 与 西方 蜜蜂 dynactin p62 Ж EA gc fH DA 
同时 将 中 蜂 dynactin p62 的 基因 组 DNA 序列 和 


mRNA 序列 与 西方 蜜蜂 dynactin p62 的 相应 序列 进 
行 比 对 分 析 , 结 末 表明 它们 之 间 的 一 致 性 分 别 为 
96% 和 98% (图 1, 2), 表明 所 获得 的 序列 是 中 
华 蜜蜂 dynactin p62 基因 序列 。 
2.2 ФА dynactin p62 ЖАУ C (t ЇР 
相应 蛋白 比较 分 析 

序列 测定 结果 表明 得 到 的 中 华 蜜蜂 dynactin 
p62 开放 阅读 框 (ORF) 全 长 为 1 491 bp( 图 3), 编 
1 496 个 氨基 酸 残 其 ,预测 分 子 量 为 56.49 kDa, 
等 电 点 为 8.31, 

将 中 华 蜜蜂 dynactin p62 氨基 酸 序列 与 已 经 报 
道 的 其 他 物种 的 dynactin p62 氨基 酸 序列 进行 了 同 
源 性 比较 (图 4) ,结果 表明 : 中 华 蜜蜂 dynactin p62 
ЗА di: R2 FF JI] ( GenBank 登录 号 : АЕР58804) 与 西方 
2E HE Apis ( GenBank % 录 5: 
XP 001121083). НЕЕ Bombus impatiens ( GenBank 
登录 号 : XP 003492272). Bš Ж. MB Drosophila 
melanogaster ( GenBank 登录 号 : NP. 610311) . 3& X 
Bt Bx Aedes aegypti ( GenBank ЖЫ, ХР — 
001650614). КІ Ш MV. T€ Sx Anopheles gambiae 
(GenBank X* з 5: XP 316886). 16 X = IR R 
Clonorchis sinensis ( GenBank 登录 号 : GAAA48949) 、 
A ( GenBank Ж 3€ =: NP 001129115). А 0 
(GenBank 2 ж =: NP 080578) 8 个 物种 的 
dynactin p62 = MR J: У] BJ — S TE 77 9| 0) 88%, 
91%, 54%, 55%, 53%, 46%, 52% 和 57% , |n] 
时 , 本 研究 采用 Mega 4.1 软件 对 这 9 个 物种 的 
dynactin p62 氨基 酸 序列 构建 系统 进化 树 ( 图 5), 结 
RRHH ,中 华 蜜蜂 dynactin p62 与 西方 蜜蜂 dynactin 
p62 聚 成 一 文 。 
2.3 Ф141 ЕЕ dynactin p62 mRNA 相对 表达 量 
分 析 

ЖЇН ЖЖ ЖЕ ж PCR 分 析 了 中 华 蜜蜂 dynactin 
p62 在 不 同 发 育 时 期 (3 日 龄 和 6 日 龄 幼虫 、 刚 羽化 
出 房 蜜蜂 ) 三 型 蜂 中 的 mRNA 表达 差异 (图 6), Z# 
RES: 该 基因 在 不 同 发 育 时 期 均 有 表达 , 在 雌性 
蜜蜂 ( 蜂王 和 工蜂 ) 中 , 都 是 刚 羽 化 时 期 表达 量 显著 
高 于 幼虫 期 (P <0.05), 并 且 同 一 发 育 时 期 相 比 ， 
都 是 工蜂 的 表达 量 显著 高 于 蜂王 (P<0.05); 而 该 
基因 在 雄 蜂 中 表达 量 没 有 明显 的 规律 性 。 


mellifera 


3 讨论 


本 研究 首次 克隆 了 中 华 蜜蜂 dynactin p62, 其 基 
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АТАТТСМЕТСАТСТСАТАТТТАААТСААС GATTGTGTACATTATGTATGTAATTGTGC 182 
АТАТТСАТСАТСТСАТАТТТАААТСААС СТАСАТТАТСТАТСТААТТСТСС 240 
TTCTTTAAAACCAATTTCGAAGATTTAT 242 
TTCTTTAAAACCAATTTCGAAGATTTATTTCTC 1 300 
ATATTGTGTCTGTCAAGAGGT ААТАТАСАТАТААТСААТ 302 
ATATTGTGTCTGTCAAGAGGTA ААТАТАСАТАТААТСААТӢ 357 
362 

397 

ТТТТАТАТСТАААААААД И ТТТТАТТТТААТТААТАССТТСАТТС 420 

ds ipie dde TTTTATTTTAATTAATAGGTTGATTC 444 

ep CTTAAAAAAAA 480 
ACATTATTGTCC GT Ст TAAAAAAAD 504 
CAAGTAAATTTTAAAT АТАТАТААТТАТТТТАТТААШТТАТААТ 540 
СААСТАААТТТТАААТ ATATATAATTATTTTATTA? TTATAAT 564 
ETTTTACACTTTTTTAAT ÆTGTTGCTTTCAAACA 600 
#ТТТТАСАСТТТТТТ] ы 624 
TTATCTACAAGAGCTGGACATGTA тс 660 
TTATCTACAAGAGCTGG TA ( 684 
ATTATTTATTTTGTTCACTATGTCGATGC 720 

ATTATTTATTTTGTTCACTATGTCGATGG 744 

ACATCTAGAGATGCTGGRATAC CAGATCAATCTGTAGGTATGTTT “ЦЕААААТАТТАТ 780 
ACATCTAGAGATGCTG - GATCAATCTGTAGC iTGTTTAT 2 804 
{ТАТАЛ = С DI. — - 838 

n 856 

898 

916 
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МЕ ТАСАССАААЦЕЄАААТСТАТТААААТТААТССАААТССАСАТАТААТТСТТССТСАТА 
了 了 及 GRGGRARARAC 隐 六 六 RATCTRATTRARARARATTRARATGCRARARATGCRAGRATRATRARATTCTTCCTCRATRACGN 1938 


еей Oy iU. Vi u u elo ou ее өў.теў.Теўм е.м еен етен Ме}. У-нун еме ou Yo 2038 
CGCTCTTRTTTTGCCTCCCRAGRAGRATGRTGCTGCTGRARTRTGRTGRTRACTGGTGRATRACTCRAIN 本 :和 21] 


TAATTTTCAAGAYTGATCCTAAGTATGAATTTTTGTTYTYTTTTAATTTGA ТАТТТААТААТ 











TAATTTTCAAGATGATCCTAAGTATGAATTTTTGTTTTTTAATTTGAAMTATTTAATAA 

тр“ Ру" ГЕ TEMA me le CTO u eu Y. uwueleoe vy Yr lele u ure 2158 
АТРИСТШАСАШТ Cup p rr NÉ C Хеоншкеууіу:үшшкететегеуіуіуіуЛетеұуітұүніУУЛеЕе 2117 
TGTAATAAAATTACATGTAATACCACATGAAAATATACE&AGAAAGSGATAGTCAACIS 2218 
TGTAATAAAATTACATGTAATACCACATGAAAATATACZAGAAAGBEGATAGTCAAO 2177 
TRTRRTTGGCTTTGTTRATGCRARATRATGGRTRTGTGRARTRCTRTTRACTRCRATTRAGRARACRATRARI240A: 
2 3 7 
RAGCRCCTCRARARARRTTRAGRTCTTRARARAGTTRARARCTTTRTCTTRACTRTRGGCRARTRTTGTTGG 人 天 i| 
RGCRACCTCRRRRRTTRAGRTCTTRARARAGTTRARARCTTTRTCTTRCTRTRGGCRARTRATTGTTGG242 了 7 


СААТТААСТТСАСТАААТААТАТАСАТТСТСАСССТССАСАСАТАТ 2403 


图 1 中 华 蜜蜂 和 西方 蜜蜂 dynactin p62 基因 组 DNA 序列 比较 


Alignment of genomic sequences of dynactin p62 between Apis cerana cerana and Apis mellifera 
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Apis mellifera АТСТСАТАТТТАААТСААСС САТТСТСТАСАТТАТСТАТСТААТТСТССТТСТТТАААА 60 
Apis cerana cerana ТИДЫМ ҮНҮН ee езушу теру керу ee аршу? 60 
Apis mellifera CCAATTTCGAAGATTTATTTCTGWAGGCAĘITGCTCCAAAAT TCGTTGCGGATATTGTGT CERES P11) 
Apis cerana cerana ҚИЙАШЫҚЕУДЕДЫШУ АШ ДЕСІ; AWTGCTCCAAAATTCGTTGCGGATATTGTGT 120 
Apis mellifera ТСТСААСАССТТСАТТСАСАТТАТТСТССТААСТСТАТССААААТТТАССАТСАТСАСАА 180 
Apis cerana cerana ЧЕ ЫЕ ее Ше: ушке e vu UI шей Cep. өй Чен ңе е ye Q we VOR y Йө el t: 180 
Apis mellifera GTTCGTCTTAAAAAAAACAAATGTTCAAATTGTTTCAAATGTCÇCETGTTGCTTTCAAACAREPZU 
Apis cerana cerana СТТССТСТТААААААААСАААТСТТСАААТТСТТТСАААТСТССШ ТСТТССТТТСАААСА 240 
Apis mellifera ТТАТСТАСААСАССТССАСАТСТАССТТТААСАСТААТАССААТТСААССАСААСАТТСТ К]! 
Apis cerana cerana НОНЕ Ces e ey е cuu езше e Y yy war уш теі” Те ven Vie 300 
Apis meilifera АААСАТАТАААААСААСАССТААААААСТТТАТТАТТТАТТТТСТТСАСТАТСТССАТСС 1 
Apis cerana cerana ШЛЕМОМ Лее еру ил лу ey шу шу Vw Vui еше теру Veg ее Vue 360 
Apis mellifera ACATCTAGAGATGCTGGIBATACCAGATCAATCTGT AGCTAC AGGAGGTTGGCCTGAACAABE Y 
Apis cerana cerana Имйфкеуделелкеенеге тілу We en Vor V VKo Тегеру елеелеер еееецел 420 
Apis meilifera СААААТССТСАТАСАААССССАТТААТАСТТТААТТСАТТАТСАТААААТАТТАССТТСТ 1:1 
Apis cerana cerana РЕБ oT ee y u уу ауу Ve шушы uy 480 
Apis meilifera ATAGAAAAACAGCAATGTGAGAAAAAGAAATTTCGACCAAAGCGTCCTTATATGCAAAT TE 
Apis cerana cerana "ЯШЕЛ ДЕЛ, ей фе! ten YY C YY VQ gue cJ we YY ey Wye — 540 
Apis mellifera ССТАТСТТТАСААТААСАТСТССТАТССТТССТАААССТАТТССАСАТССТАСААААССТ 600 
Apis cerana cerana ЦЕН erus en verc V; y Cy кесу Т Тесу уш ее ермей телле 600 
Apis mellifera CTACTGAATCAACTGABCAACCATCTCCAGCTET ТСССАСТАСАСААСТАСАССААТТА 4 
Apis cerana cerana СШДЕ кер әне? T 0V өөй өө eeu ше еее w er Yeyu er een V; 660 
Apis mellifera ССААТАСАТАТТТТТАСАСААССААТАСАААТААС[ ААСАТТАСТАСАТТССААСААССА ИР" 
Apis cerana cerana (МЕЙ ДЕ Шуаш Qu өе лел ду егеу ее тегиши еру е уше еее ле; 720 
Apis mellifera TTACAACATCCGGACAT ACAAGCAGAAAATGTAAA TGAATT ACGNCCTCAACA 780 
Apis cerana cerana йы el ые an Vg ы еы es uuu Де уш теке кер келт тарау e are 780 
Apis meilifera ТТСТТАСТТАСААСАТСАСААССАТСЕССАСТТТСССААСАТААТСТСТСТАААССАСАТ 840 
Apis cerana cerana [ ш ешле er yep me ue T er Yep w ela er ы Vu; өы өен ы Ле ү 840 
Apis meilifëra СТААССАТТСТТАСТТСТСААССАСТТССИССАЛС ------------ -HMMM - 934 
Apis cerana cerana ЕЙ ЕЛШДЕ өш Ден Де өөй uie GTAAATCAAGTGAATTGCTTTTAAAG 960 
Anis ПЕНЕН. tc —————————————— - 
Apis cerana cerana TTTTGCARTCCAACTCAACATCAAACTCAGATAATACTTTTATCATTGGATACACCATTG 1020 
Apis mellifera . ---------------- CTGTTGATGAAAAAGAAGAA p 978 
Apis cerana cerana РСЬССТАТТТТААСА ПӘ цершке ӨРҮЛҮҮ ү етее рт егете тт T өүө; 1080 
Apis mellifera ССАТСТСААТСТССАААТТТАТТАССТТСТАТССТСССАСААСТСССТСТА ТАСАССАА 1038 
Apis cerana cerana Se yeye TV Tou Vie eu ue e er ter v лене кәшкенуілгум еу леге”:Ұ) 1140 
Apis mellifera АСБАААТСТАТТААААТТААТССАААТССАСАТАТААТТСТТССТСАТАССССТСТТАТТ 1098 
Apis cerana cerana — ae xsv SS Vv кеге v v ue e елеу геу тлушкершүегер {е Ше ые ей ешн 1200 
Apis cerana cerana  uieieeyueew er ter Vue YK oyy e Oyye Vu Vue Vue UV ou ee uu өйө: V i ue. 1260 
Apis mellifera САТСАТССТАА[ Е СТТСТААТТТССССААААССТААТАААССТСТААТААААТТАСАТСТА 1218 
Apis cerana cerana ХЕКЕ ss P erue) v; vu ejm eu Vy еей дей vw ушу ev edd 1320 
Apis Meijera Ұлы Ve V V VU Ve Yer Ww Ye Ter елеге me 1278 
Apis cerana cerana УШЫМ Ven S VV Ve Xen verte T er yu Yeyu ет! Деушу vy ve ей шш енш vie 1380 
Apis тешуеға СААТАТССАТАТСТСААТАСТАТТАСТАСАТТАСААСАТАААССАССТСАААААТТАСАТ 1338 
Apis cerana cerana ЧЧ е VV керке ұу Yeyu IV ku Yeyu oY u Yer Y ler y Y iY ее өөө үү yy 1440 
Apis mellifera CTTAAAGTTAAACTTTATCTTACTATAGGCAATATTGTTGGAARSITGCTTAARNEB KI: 

Apis cerana cerana ЗДЕР SSW pu Yus Wy Теру иу ее етуу нше нше el С еей; 1491 


图 2 中 华 蜜蜂 和 西方 蜜蜂 dynactin p62 mRNA 序列 比较 


Fig. 2 Sequence alignment of dynactin p62 mRNA sequences between Apis cerana cerana and Apis mellifera 


[ҢҢ DNA 序列 全 长 为 2 403 bp, cDNA 序列 全 长 为 
1 491 bp, 推测 有 恒 日 质 序 列 为 496 个 氨基 酸 , 预测 分 
子 量 为 56.49 КЮ, 等 电 点 为 8. 31。 序 列 比 对 和 毛 
基 酸 系统 发 育 树 分 析 表 明 ， 中 华 蜜蜂 dynactin p62 
与 西方 蜜蜂 dynactin p62 的 相似 性 为 88% 。 

随 着 西方 蜜蜂 基因 组 的 公布 , 科学 家 首次 在 昆 
虫 中 发 现 了 一 个 完善 的 功能 性 DNA 甲 基 化 系统 
( Wang et al., 2006; Zeng and Soojin, 2010) , DNA 
甲 基 化 是 在 DNA 甲 基 化 转移 酶 的 作用 下 使 CpG XX 
核 车 酸 5 Wu ВУ ЛЕ M ШЕ ЖЕЛЕ АЕН ЖЫДЫ КИ he, ЭХ Rh 


DNA 修饰 方式 并 没有 改变 基因 序列 , 但 是 它 调控 了 
基因 的 表达 (Wu and Morris, 2001; Dahl and 
Guldberg, 2003) , 

蜜蜂 级 型 发 育 分 化 机 理 一 直 是 个 热点 问题 。 大 
量 人 研究 表明 , 西方 蜜蜂 级 型 分 化 与 dynactin p62 H 
基 化 水 平 有 着 密切 联系 (Kucharski et al., 2008; Shi 
et al., 2011; 石 元 元 等 , 2011)。 中 华 蜜蜂 蜜蜂 级 型 
分 化 是 否 与 ОМА 甲 基 化 相关 , 目前 还 不 清楚 , 但 有 
研究 表明 : 中 华 蜜蜂 DNA 甲 基 化 转移 酶 基因 cDNA 
序列 与 西方 蜜蜂 一 致 性 高 达 99% (x15 5755, 2012)。 
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ATTGAGAAATGTATCGCTTITATGRCAA A GTGAACTGTGATTTTCTTTTTCTA A ATAGTA ACA A ATATATATTCA ATC 

ATGTC ATATTTA A ATCA ACCCGATTGTGTACATTATGTATGTA ATTGTGGTTCTTTA A AACCA ATTTCGA AGATTTATTTC 

KE c YL HO > DC Y HY vo Hc СЕТ E 

TGCAGGCACTGCTCCA AA ATTCGTTGCGGATATTGTGTCTGTCA AGAGGTTGATTCACATTATTGTCCTAACTGTATGGA A. 
iC R H CS K I R СС YC V CQ E V DS HYC PN CM E 


AATTTACCATCATCAGAAGTICGICTTAAAAAAAACAAATGTICAAATTGITICAAATGICCATGITGCITICAAACATTA 


TCTACAAGAGCTGGACATGTACCTITAAGAGTA ATACCA ATTGA AGGAGA AGATTCTA A AG ATATA AA AACAACACCTA AA 
[Жу (ШШ. ЧЕР ЧЫН + Б: ШИ. МИР ps Rupi ТТ ИШ И г ШЫ) «ШЕ, (ШЕ ОЕШ СШ, - 
AAAGTTTATTATTTATTTTGTTCACTATGTCGATGGACATCTA GA GATGCTGGTATACCAG ATCA ATCTGTAGCTACAGGA 
б 
GGTTGGCCTGAACAAGAAAATCCTCATACAAACCGGATTAATACTTTAATTGATTATCATA A A ATATTAGCTTCTATA GA A 
U WP E 9E H PH IH EI HH T LI И EIE & EIE 
AAACAGCAATGTGAGAAAAAGAAATTTCGACCAAAGCGTCCTTATATGCA A ATTGCTATGTTTAGA ATAACATCTGCTATG 
K 0 0 CE K K K FR P K ЕР Y MQI X MF R I T S8 A M 
GTTCGTAAACGTATTGGACATCCTACA A A ACCTGCTACTGA ATCA ACTG ATCAACCATCTCCAGCTATTGCCAGTACAGAA 
wR] ШЕРТ P ЕТСЕ E TD ИТЕ ЕСЕР Ж ЖОЖ y 
GTAGAGGAATTACCAATAGATATTTTTACAGA ACCA ATAGA A ATA ACTA AGATTACTACATTGGA ACAACGATTACAKACAT- 
VOE E P I DT ТҰ E p 1—E T —T— E lI-—Tr T Ek E RL QH 
ТӘРЕ АТР SE AT AATTACGCCCTCAACATAGACAATTGTTAGTTAGAAGATCACA ACGATGTCGA 
P DI Q A E М VN EL R OP Q HR QL L VR R 8 0 RC R 
GTTTGCGA ACATA ATCTCTGTAA ACCAGATTTTTGTACACACTCTGCA A AGTTTA AA ATACA ATTAGCTGCATTTTATCAC 
y E ЕНЕ CE ЕСЕК Т GR U Ж E K E XPE U X TY 
СТАССАСААСТААССАТТСТТАСТТСТСААССАСТТСССССАССТАААТСААСТСААТТССТТТТАААСТТТТССААТССА 
v p g ПНЕ R TCD P ЕЕЕ ЕЕЕ ЕСЕСІ Е 0 Ec N P 
ACTCAACATCAAACTCAGATA ATACTTTTATCATTGGATACACCATTGACACCTATTTTA ACAGCTGTTGATGA AA A AGA A 
TUS CH SOT СЕС ЕСЕ ШЕЛ ` SSS “SE GSE: ` SP: ЕГ AY GNE 
GAATTTAAGCAAGAAAATATACAACAGGGATCTGAATCTCCAAATTTATTACCTTCTATCGTGCGACAAGTGCCTGTAATA 
E TEX 9g EHI Od Qd 05 EX sSPHILILIP ar 
GAGGAAACAAAATCTATTA A A ATTA ATGCA A ATGCAGATATA ATTCTTCCTCATA GCGCTCTTATTTTGCCTCCCA GAG AT 
E ws ТЫ ДЕЖ ЕЕ g EL I uo P ЕТСЕ 
GATGCTGCTGA ATATGATGATACTGGTGATACTCATA ATTTTCA AGATGATCCTA A ACTTGTA ATTTGGCGA A AAGGTA AT 
DA A EYD DI GD TH NT OD VER t V1 WRE GN 
AAAGCTGTAATA A A ATTACATGTA ATACCACATGA A A ATATACA AGA A AGTGATAGTCA ACA AGTTATA ATTGGCTTTGTT 
ke & v1 X LHYy ISP Ө ОБЕД Ж б Об О ШЕ vll G о ку 
ATGCA ATATGGATATGTGAATACTATTACTACATTAGA ACATA A AGCACCTCA AA AATTAGATCTTAAAGTTA AACTTTAT 


кы T Bb T WV B Y i XL ТЕ D B Ek A PP uU ЕН D bL Ev E b TY 
CTTACTATAGGCAATATTGTIGGAAGTGCTTAATGCTTATATCATATGA АТАТТА ATATTTATTAATATTATAA A A ATA AG 
JÚ T J U NI Yu EB д + 


ТТСААТ ТААСТТСАСТАААТААТАТАСАТТСТСАСОСТОСАСАСАТ 


图 3 中 华 蜜蜂 dynactin p62 的 核 音 酸 序列 及 推导 的 氨基 酸 序列 
Fig. 3 Nucleotide and deduced amino acid sequences of dynactin p62 from Apis cerana cerana 


箭头 表示 引物 序列 Тһе arrow indicates the primer sequence. 阴影 示 中 华 蜜蜂 dynactin p62 和 蛋白 的 2 个 结构 域 Тһе two domains of A. с. cerana 
dynactin p62 protein are in shade. 
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图 5 中 华 蜜蜂 与 其 他 物种 dynactin p62 氨基 酸 序列 的 系统 发 育 树 
Fig. 5 Phylogenetic tree based on amino acid sequences of dynactin p62 from Apis cerana, cerana, and other species 


系统 发 育 树 用 邻 位 相连 法 进行 了 2 400 次 重复 构建 ,数值 代表 物种 之 间 的 序列 差异 。Phylogenetic tree was constructed Бу neighbor-joining with 


2 400 replications ，and the number represents the sequence differences among the species. 


本 研究 克隆 了 中 华 蜜蜂 dynactin p62 基因 序列 , 为 ” 时 间 和 空间 的 影响 , 这 一 特性 使 它 能 够 在 不 同 的 阶 
研究 中 华 蜜蜂 级 型 分 化 机 理 莫 定 了 前 期 基础 。 段 调 控 不 同 的 生理 过 程 。 中 华 蜜蜂 dynactin p62 在 

dynactin p62 在 中 华 蜜 蜂 不 同 级 型 及 不 同 发 育 工蜂 幼虫 和 刚 羽 化 的 1 日 龄 工蜂 中 表达 量 都 显著 高 
阶段 都 有 显著 的 表达 差异 , 这 表明 该 基因 的 表达 受 ”于 同期 发 育 的 蜂王 , 这 与 已 有 的 西方 蜜蜂 研究 结果 
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图 4 ”中华 蜜蜂 与 其 他 物种 dynactin p62 氨基 酸 序 列 的 比较 
Fig. 4 Amino acid sequence alignment of dynactin p62 among Apis cerana сегапа and other species 


黑色 阴影 表示 保守 性 极 高 的 残 基 位 点 ; 灰色 阴影 表示 保守 性 较 高 的 残 基 位 点 ; ЖАУ КАЕН АҚ Identical amino acids are shaded іп black; 


amino acids with higher identity are shaded іп grey; and gaps are indicated by dots. 
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图 6  dynactin p62 在 中 华 蜜蜂 蜂王 、 工 蜂 和 雄 蜂 各 时 期 的 表达 量 
Fig. 6 Expression level of dynactin p62 in different developmental stages of Apis cerana cerana queen, worker and drone 
A: 不 同日 龄 蜂王 Different developmental stages of queen; B: 不 同日 龄 工蜂 Different developmental stages of worker; C: 不 同日 龄 雄 蜂 Different 
developmental stages of drone; D: 3 日 龄 蜂王 、 工 蜂 和 雄 蜂 幼虫 3 d-old queen, worker and drone larvae; E: 6 НЙ Е. TERREA ZJ ІҢ 6 d-old 
queen, worker and drone larvae; Е: 1 Н Е. T E {ПД ór 1 d-old queen, worker and drone. 柱 上 不 同 的 字母 表示 差异 显著 (P<0.05, 单 因素 
方差 分 析 ) Different letters above bars indicate significant difference at the 0. 05 level ( One-way ANOVA variance analysis). 


— 3 ( Kucharski et al., 2008). dynactin p62 JE E e 
中 表达 量 没有 明显 规律 性 ,因此 我 们 推测 dynactin 
p62 可 能 主要 参与 调控 肉 蜂 的 级 型 分 化 。 但 目前 还 
不 清楚 中 华 蜜蜂 dynactin p62 甲 基 化 位 点 调控 机 理 
以 及 每 个 甲 基 化 位 点 的 功能 , 这 些 都 还 有 竺 于 进 一 
HIE o 
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